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研究成果の概要（和文）：  
 ４つの転写因子を体細胞に導入することで多分化能を持った iPS 細胞が樹立できる。c-Myc
を含めた４因子を用いた場合にキメラマウスで腫瘍化が高頻度で認められ、レトロウイルス由
来の c-Mycが原因の一つであることが分かった。樹立条件などを検討し Mycを用いずに iPS細
胞を作ることに成功したが、性質の点で不十分であった。c-Mycの代替因子の探索を行い L-Myc
を同定した。L-Myc iPS 細胞は腫瘍化リスクもほとんど認められず、性質の点でも十分であっ
た。レトロウイルスを用いずにプラスミドを用いることでも iPS細胞の樹立に成功した。この
ことにより体細胞への初期化因子の挿入が起こらずより安全な作製方法の確立に成功した。神
経細胞への分化誘導とそれらの移植実験により安全性を検討する方法の確立も行った。また、
肝細胞、血液細胞、心筋細胞への分化誘導系も確立した。iPS 細胞の性状解析をディープシー
クエンサーなどを用いて詳細に解析する技術の導入も完了し、網羅的な遺伝子発現、メチル化
解析、スプライシング解析なども行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 iPS cells can be generated by introduction of four reprogramming factors into somatic 
cells. We have found that chimera mice produced with c-Myc show high tumorigenicity. To 
overcome this issue, we could generate iPS cells without Myc under the modified conditions. 
But Myc minus iPS cells showed less pluripotency compared to iPS cells generated with 
c-Myc. Next, we explored the factors which could replace the c-Myc function. We found 
L-Myc as a candidate. We could confirm that L-Myc enhances the efficiency of iPS generation 
and that the tumorigenicity of L-Myc is hardly observed. So, we can obtain the safer iPS 
cells using L-Myc. We established the system to examine the safety of iPS cells using 
the iPS cells-derived neuronal cells. We also established the differentiation methods 
of iPS cells into hepatocytes, blood cells, and cardiomyocytes in vitro. Next generation 
sequencer (NGS) is very powerful tool for analysis of genetic properties of iPS cells. 
We have analyzed the gene expression, DNA methylation, changes of splicing pattern in 
iPS cells using NGS. 
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１．研究開始当初の背景 
 
胚性幹（ES）細胞は様々な細胞へと分化でき
る多能性を維持したままほぼ無限に増殖す
ることから、神経細胞や心筋細胞など、移植
治療用の細胞を大量に準備し、再生医療に応
用することが期待されている。しかしヒト胚
から樹立する ES 細胞の利用に関しては倫理
的観点から慎重な運用が求められており、ま
た、他家となるため、移植後の拒絶反応も問
題となる。 
 私達は最近、マウス皮膚由来線維芽細胞に
４転写因子（Oct3/4、Sox2、c-Myc、Klf4）
をレトロウイルスベクターにより導入する
と、約 0.1%の細胞が ES 細胞に類似した人工
多能性幹（iPS）細胞になることを見いだし
た（Takahashi & Yamanaka, Cell, 2006）。
また、本手法によりヒト細胞からも iPS細胞
を誘導できることを実証した（Takahashi et 
al., Cell, 2007）。 
 
２．研究の目的 
 
 再生医療の資源として iPS 細胞は、将来、
臨床応用が期待されるが、樹立における低い
誘導効率の原因、細胞核初期化の過程におけ
る 4因子の作用機序の詳細など不明な点も多
い。また、ゲノムに挿入され、腫瘍形成の恐
れがあるレトロウイルスの利用という安全
上の課題もある。 
 上記をふまえて、本研究の目的を以下に示
す。 
（１）4 因子による iPS 細胞誘導の分子機構
の解明 
 
（２）レトロウイルスを用いない iPS細胞誘
導方法の確立 
 
（３）ヒト iPS細胞の特性解明と分化誘導法
の確立 
 
３．研究の方法 
 
（１）4 因子による iPS 細胞誘導の分子機構
の解明 
 
 iPS 細胞の樹立においてレトロウイルスで
４つの転写因子(Oct4, Sox2, Kl4, c-Myc)を
マウス線維芽細胞へ導入した場合、数パーセ
ントの細胞だけが iPS細胞になることがわか
っていた。レトロウイルスの導入効率はマウ

ス線維芽細胞ではほぼ１００％にも上るこ
とから遺伝子が導入された細胞のうち、わず
かな割合しか iPS細胞にならない。なぜこの
ように効率が低いのか、という問題に対して
様々な解決方法を試行する。たとえば、iPS
細胞になる途中で抑制的に働く因子が存在
していないか、促進的に働く因子が存在して
いないか、などについて候補因子をリストア
ップし４因子との組み合わせでその効果を
検討する。また、培養条件によっても樹立効
率が改善される可能性も考えられるので、培
地の組成、添加物、培養環境、など iPS細胞
樹立に適した方法を確立する。培養条件によ
る効率の違いがどのようなメカニズムから
生じるのかについて、遺伝子発現、エピジェ
ネティックス解析、などを行い解析する。 
 
（２）レトロウイルスを用いない iPS細胞誘
導方法の確立 
 
 iPS 細胞の元となる体細胞のゲノムに対す
るレトロウイルス遺伝子の挿入が腫瘍発生
のリスクを高めることが分かってきた。我々
はこの問題を解決するために遺伝子挿入を
伴わない方法で iPS細胞を樹立する。アデノ
ウイルスやその他ウイルスにはゲノムへの
挿入を伴わないものがあるので、その様なウ
イルスを用いて樹立を試みる。また、ウイル
スを用いない遺伝子導入法にはプラスミド
ベクターを用いた方法がある。細胞への導入
は試薬を使った方法、電気刺激を使った方法、
インジェクション法、などがあり iPS細胞樹
立に適用可能な方法を確立する。ベクターの
改良も試みることでより効率の良い方法を
見いだす。 
 iPS 細胞樹立方法の違いによる iPS 細胞の
性質の違いを検討することは必須と考える。
iPS 細胞そのものの性状解析はもちろん、分
化誘導させた後の細胞の解析、キメラマウス
における腫瘍形成および生存率の解析を進
めどの方法が最適なのかを検討する。 
 
（３）ヒト iPS細胞の特性解明と分化誘導法
の確立 
 
 再生医療へ応用可能なヒト iPS 細胞を樹
立・維持・分化誘導させる方法を確立する。
現在はヒト以外の動物因子を含む培養条件
を用いているため、できる限りヒト由来因子
だけを用いる培養方法を検討する。特にヒト
iPS 細胞樹立・維持の時に用いているフィー



ダー細胞はマウス由来の細胞を使っている
ため、ヒト細胞由来フィーダー細胞を用いる
か、フィーダーフリーでの培養系を作り上げ
る必要がある。その他、ヒト iPS細胞の特性
解明を通して真に応用可能な方法を確立す
る。その後、必要な体細胞への分化誘導方法
を検討する。 
 iPS 細胞はクローン毎に性質が違うことが
明らかになってきており、その特性解明を進
める。肝細胞、心筋細胞、神経細胞など特定
の系譜への分化誘導法の確立を鋭意進める。 
 また、新たな視点として、iPS細胞の樹立
過程における転写ネットワークと核内構造
変化、エピゲノム制御に着目し、核内情報制
御に関わる候補因子を同定し、その個体レベ
ルでの機能解析を進める。そこから得られた
細胞初期化に関する核内イベントに関わる
情報は、速やかに進行中の iPS細胞の特性や
誘導機構、分化誘導メカニズムの解明研究に
フィードバックし、これらの統合的理解を目
指す。 
 
４．研究成果 
 

（１）4 因子による iPS 細胞誘導の分子機構
の解明 

 c-Myc を初期化因子として用いた場合にキ
メラマウスで腫瘍形成が多発することが分
かってきていた。iPS 細胞の樹立条件を再検
討し、レトロウイルスベクターによる c-Myc
導入無しの 3 因子導入で、4 因子導入と同様
の iPS 細胞（Myc－（マイナス）iPS 細胞）の
樹立に成功した。この Myc－iPS細胞由来のキ
メラマウスでは腫瘍の形成は 6ヶ月の観察期
間において認められなかった。したがって、
多能性誘導プロセスにおいて、細胞外から導
入する 4因子において c-Mycは他 3因子とは
異なる特性を有すること、また iPS細胞の安
全性の改善を明らかとした。次に、iPS 細胞
の由来や成立の機序を明らかにするため、成
体マウスの肝および胃の細胞に 4因子を導入
し、iPS 細胞を樹立した。遺伝学的な解析に
より、肝細胞または肝前駆細胞が iPS細胞に
変化したことが確認され、iPS 細胞は真に体
細胞に由来することを明らかにした。また、
iPS 細胞の複数のクローンのゲノムでのウイ
ルスベクター挿入状況をインバート PCR法で
調べたところ、iPS 細胞誘導には染色体の特
定位置への因子導入は不要であることも明
らかにした。 

 一方、Nanog 遺伝子座に緑色蛍光蛋白質
（GFP）をノックインした体細胞に 4 因子を
導入し、継時的に GFP陽性細胞を回収、各時
点において、DNA マイクロアレーによる遺伝
子発現解析や、ChIP on Chipによるクロマチ
ン修飾状態、4 因子の標的への結合の網羅的

解析を進めた。また、iPS 細胞を誘導する 4
因子のファミリー蛋白質、変異体による iPS
細胞誘導の可能性についても鋭意検討して
いる。 

 また、iPS 細胞樹立の分子機構に関して癌
抑制遺伝子 p53が関与していることを明らか
にした。iPS 細胞誘導中に p53 の昨日を抑制
すると iPS細胞の樹立効率が上昇することが
分かった。さらに、低酸素状態で iPS細胞を
樹立すると効率が上昇することを突き止め
た。p53 の iPS 細胞誘導におけるメカニズム
および低酸素の作用機序については今後の
課題である。 

 c-Myc による腫瘍化リスクの問題を解決す
べく c-Myc代替因子として同じ Myc遺伝子フ
ァミリーの中の L-Myc を同定した。L-Myc を
用いることでマウス・ヒト両方の体細胞から
の iPS細胞誘導効率の上昇が認められた。ま
た、L-Myc iPS 細胞由来キメラマウスにおい
てはほとんど腫瘍形成が認められなかった。
さらには L-Myc iPS細胞の性質が野生型の ES
細胞とほぼ同等であることも確認できた。以
上の結果から、L-Myc を用いることで効率的
に安全な iPS細胞を樹立することに成功した。 

 

（２）レトロウイルスを用いない iPS細胞誘
導方法の確立 

 iPS 細胞が開発された当初はレトロウイル
スを用いて初期化因子を体細胞に導入して
いた。しかしながらこの方法ではウイルス由
来の遺伝子が初期化因子と共に体細胞ゲノ
ムに取り込まれてしまい、将来腫瘍化のリス
クを高めるのではないのかと考えてきた。特
に原癌遺伝子の c-Mycについては特に注意が
必要だろうと推測された。 

 レトロウイルスによる誘導では c-Mycは必
須ではないことを確認し、他の 3因子をゲノ
ムに組み込まれないアデノウイルスで導入
し iPS細胞を誘導可能か検討した。この際線
維芽細胞に加えて肝細胞等の上皮細胞を用
いた。予備的実験でアデノウイルスの 1回投
与では iPS細胞は樹立されないことがわかっ
ているので、連続投与など、導入方法の最適
化をはかった。1 因子をアデノウイルスで投
与する事で iPS細胞を樹立することに成功し
たが、全ての因子をアデノウイルスで投与し
て iPS 細胞を樹立することはできなかった。 

 ウイルスを用いずに因子を導入する為に
プラスミドを用い iPS細胞の誘導を行なった。
一つのプラスミドに 3因子を挿入する事で同
じ細胞に 3 因子が発現する工夫を行なった。
マウス胎仔線維芽細胞に市販の遺伝子導入
試薬で 3因子をトランスフェクションしたと
ころ iPS細胞を樹立することに成功した。詳
細な解析の結果、このプラスミド iPS細胞の



染色体中に外来遺伝子が入っていない事を
確認した。このプラスミド iPS 細胞は ES 細
胞やレトロウイルスで樹立した iPS細胞と同
様の形態、遺伝子発現パターンを示した。ま
た、キメラマウスを作製することもでき、さ
らには生殖系列への伝承も確認できた。 

 レトロウイルスを用いた場合染色体にウ
イルス由来の遺伝子が挿入されて腫瘍形成
のリスクが考えられるが、今回樹立できたプ
ラスミド iPS細胞はこの問題を解決したもの
と考えられ、非常に重要な結果である。また、
エピゾーマルベクターを用いることで体細
胞ゲノムに傷を付けずにヒト iPS細胞を樹立
する方法も確立した。 

 

（３）ヒト iPS細胞の特性解明と分化誘導法
の確立 

 本研究課題においてまず最初に iPS細胞の
安全性の評価系の確立を行った。マウス iPS
細胞を神経幹細胞に分化誘導しマウス脳内
へ移植し腫瘍が形成されるか検討した。この
結果、iPS 細胞を樹立する際に用いる元細胞
の種類が重要であることを明らかにした。続
いて、iPS 細胞の腫瘍形成に関わる c-Myc の
機能解明を行った。iPS細胞の樹立には c-Myc
を含めた 4因子をレトロウイルスを用いて導
入してきた。結果得られた iPS細胞からキメ
ラマウスを作り長期観察を行ったところ、8
割近いマウスで腫瘍形成が認められた。詳細
な結果からこの腫瘍形成にはレトロウイル
ス由来 c-Mycの再活性化が関与していること
が分かった。 

 神経細胞への分化誘導だけでなく、肝細胞、
血液細胞、心筋細胞、などへの分化誘導法の
確立も進め、iPS 細胞の性状解析の一つのツ
ールとして用いることができることを確認
した。 

 初期化誘導過程における分子機序を明ら
かにするために、薬剤で初期化誘導遺伝子群
の発現を自在に制御することで高効率に初
期化を行うシステムの構築を行った。体細胞
が iPS細胞になる中途段階の解析を行うため
に、数%程度の割合で存在するリプログラミ
ングされ始めた細胞を分離・濃縮し、ヒト線
維芽細胞が初期化を受け進行していく過程
を詳細に解析した。また、その知見を利用し、
iPS 細胞の樹立効率に影響がある因子として
同定した LIN28, p53, Cyclin D1の作用メカ
ニズムを明らかにした。 

 遺伝子発現制御機構の一つである DNAメチ
ル化について、次世代シーケンサーを用いた
ゲノムワイド解析を行い、4000箇所を超える
iPS 細胞に特異的な DNA メチル化領域を同定
した。そして、これらの領域と初期化誘導因
子の DNA 結合配列に相関があることを示し、

エピゲノム制御が初期化に大きく関わって
いることが示唆された。 

 次世代シーケンサー用いた RNA-seq解析に
よって初期化前後におけるスプライシング
バリアントごとの発現プロファイリングを
行った結果、体細胞初期化前後でスプライシ
ングパターンが変化する遺伝子を 500個以上
同定した。さらに、スプライシングパターン
が変化するタイミングは遺伝子ごとに異な
り、初期化の様々な段階で起こることを示し
た。 
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